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Abstract
AIM: To investigate the association of genetic susceptibility
to hepatitis B virus infection and disease progression with
the allelic polymorphisms of IL-10 and IL-12b promoter
regions in Chinese Han population.

METHODS: Two groups of indigenous Chinese subjects
(314 subjects in total) were recruited in this study. Group
1 included 104 unrelated patients with chronic hepatitis B
virus infection and 76 unrelated healthy donors. Group 2
contained 134 related subjects from seven HBV-infected
pedigrees of Han ethnic origin. Total genomic DNA samples
were purified from the 1.5 ml of peripheral blood of all
participated individuals by using the QIAgen purification
DNA kit. Genotyping of IL10-5’A and IL12-5’C alleles was
performed by means of PCR-RFLP (restriction fragment
length polymorphism) and further proved by direct DNA
sequencing. All data were statistically analyzed by using
SAS software.

RESULTS: IL10-5’A mutant frequency in unrelated healthy
subjects was 41.9 % compared with 42.1 % in unrelated
HBV-infected patients, while IL12-5’C mutant frequency
was 64.6 % and 55.8 % among healthy individuals and
HBV-infected patients, respectively. No significant difference
was found among the unrelated healthy individuals and
unrelated HBV-infected patients. In related individuals from

the seven HBV-infected pedigrees, the mutant frequency
of IL12-5’C allele was found to be identical to that in unrelated
healthy and HBV-infected patients, but the mutant frequency
of IL10-5’A allele (19.5 %) was significantly different from
that (42.0 %) in unrelated group (P <0.01).

CONCLUSION: The polymorphisms of IL10-5’A and IL12-5’C
allele promoter regions were not correlated with hepatitis
B virus infection and disease progression among unrelated
subjects, but there was a significantly lower mutant frequency
of IL10-5’A allele among related subjects.
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摘要

目的: 我国是一个乙型肝炎大国 乙型肝炎感染及其转归

显然有人种 人群差异. 本研究对我国汉族人群中乙型肝炎

病毒(hepatitis virus B HBV)感染和发病与白介素-12 p40

(interleukin-12 p40 IL-12b) 白介素 -10(interleukin-10

IL-10)启动子区基因多态性之间的关系进行了探讨.

方法: 利用聚合酶链反应-限制性内切酶片段长度多态性分

析 (restricted enzyme-fragment length polymorphisms  PCR-

RFLP) 的方法对非相关人群的健康人群与 HBV 感染患者

(轻 中度慢性肝炎 重度慢性肝炎)和HBV感染家系中的

HBV携带者 既往HBV感染者 健康人群的IL-12b IL-10

启动子区 -540C -592A ( IL10-5 A IL12-5 C)

单碱基多态性(SNP)进行了分析 并且对两个突变位点进行

了基因测序. 使用SAS统计软件进行统计分析.

结果: IL10-5 A IL12-5 C 在非相关人群中的分布

符合Hardy-Weinberg平衡. 非相关人群IL10-5 A IL12-

5 C 突变等位基因在HBV患者中的频率近似于健康人群

(IL10-5 A  HBV 患者 42.08 %  健康人 41.9  % P >0.05;

IL12-5 C HBV 患者 55.8 % 健康人 64.6 % P > 0.05).

IL10-5 A 与 IL12-5 C 基因分布在慢性肝炎(轻中)和

慢性肝炎(重)两组无显著性差异(P >0.05). 提示 IL10-5

A IL12-5 C 单碱基多态性(SNP)对乙型肝炎病情轻中

无影响; HBV 感染家系中 IL10-5 A IL12-5 C 单碱

基多态性在携带者 健康人群以及既往感染者三组间均匀

分布  IL12-5 C 突变频率与非相关人群相似(非相关人

群 -540T 55.3 % 相关人群 -540T 55.9 %); IL10-5 A



1140                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003 年 8 月 15 日  第 11 卷  第 8 期

突变频率与非相关人群有显著性差异(非相关人群 -592C

42.0 % 相关人群 -592C 19.5 % P <0.01).

结论: IL10-5 A 突变比 IL12-5 C 突变在 HBV 感染家

系中可能起到更重要的作用 或影响相关人群对HBV的易

感性.
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0   引言

免疫应答有关的细胞因子基因的多态性可能对 HBV 感

染的结局产生一定的影响[1]. 当细胞因子IL-12水平较低

时 预先应用 rIL-12 治疗可能有助于提高干扰素治疗

的应答率[2]. 乙型肝炎患者的血清 IL-10 IL-12 水平

与病情的轻重密切相关[3-6]. IL-10 对于 IL-12 的调控是

抑制分泌. 不同种族体内细胞因子水平是不同的 个体

间细胞因子的分泌量不同受其基因启动子区基因多态

性的影响[7-9]. 我们探讨了 IL-12 p40 启动子区 -540C 单

核苷酸突变(SNP)位点即 IL-12 p40C A(IL12-5 C)

和 IL-10 启动子区 -592A SNP 位点即 IL-10-592A C

(IL10-5 A)与乙型肝炎发病及易感性的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  根据 2000 年全国传染病与寄生虫病学术会讨

论修订的 病毒性肝炎防治方案 试行标准 我们将患

者组分为慢性肝炎(轻中度) 慢性肝炎(重度)组. 我院

诊断明确的乙型肝炎住院患者 104 例 血清 HBsAg 检

查均阳性 男 84 例 女 20 例 年龄 24-73(46±12)

岁. 慢性肝炎 (轻中度)75 例 慢性肝炎 (重度 )29 例.

随机挑选我院健康体检人员 乙型肝炎病毒血清标志

阴性者76例. 采集了7个家系的外周血全血标本共134份

分别来自我国河南 河北 山东 山西. 男 75 份 女 59

份 都是汉族 年龄在 1-83(平均为 33±19)岁. 由于血

缘关系的存在故称之为相关人群. 以上所有人均为汉族.

1.2 方法  基因组 DNA 提取采用 QIAGEN 公司的基因组

DNA 提取试剂盒 自外周血 200 µl 中分离 DNA 作为

PCR 模板 具体步骤见参考文献[10]. 聚合酶链反应-限

制性片段长度多态性(polymerase chain  reaction-restricted

fragment length  polymorphism PCR-RFLP)IL12-5 C

PCR-RFLP 检测引物 :扩增IL-12 p40启动子区域包含-

540 位点的上 下游引物分别为  5 -CAGACTTACCA

TGCTGAGAAA 3 对应于 -502 -52 3nt 21 mer)及 5

AGTGGGAATACCTCAGCGTAA 3 (对应于 -758 -779 nt

20 mer) 扩增产物长度286 bp; PCR 反应扩增体系为 2 5 µL

含 4 2.5 mmol/L dNTP 1.5 µL 12.5 µmol/L 上 下

游引物各 1 µL 10 PCR 缓冲液 2 .5 µL Taq DNA

聚合酶 0.3 µL 基因组 DNA1.0 µL. PCR 条件为 94 

5 min 变性 然后再 94  30 s 55  30 s 72  30 s

30 个循环 72  10 min; RFLP 酶切体系为 10 µL

buffer4  2.5 µL  BSA 0.1 µL  Hha 限制性内切酶 0.2 µL

双蒸水 2.7 µL PCR 产物 6 µL  37 水浴 2 h 后 酶切

产物以 20 g/L 琼脂糖凝胶电泳 观察结果(表 1). IL10-5

A  PCR-RFLP 检测引物 : 扩增 IL-1O 启动子区域包含 -

592 位点的上 下游引物分别为 5 -TACTCTTACCC

ACTTCCCCC-3 (对应于 -719 -699nt 20 mer)及

5 -GGGGACCCAATTATTTCTCA 3 (对应于-402 -422 nt

20 mer) 扩增产物长度 314 bp. PCR 反应扩增体系为

2 5 µ 含 4 2.5 mmol/L dNTP 1.5 µL MgCl2 1.0 µL

上 下游引物各 1.0 µL 10 PCR 缓冲液 2 .5 µL

Taq DNA 聚合酶 0.3 µL 基因组 DNA1.0 µL. PCR 条件

为 94  5 min 变性 然后再 94  30 s 55  30 s

72  30 s 33 个循环 72  10min  RFLP 酶切体

系 10 µL buffer C 1.0 l BSA 0.1 µL  RsaI 限制性

内切酶 0.2 µL 双蒸水 1.7 µL PCR 产物 7 µL  37 

水浴 3 h 后 酶切产物以 20 g/L 琼脂糖凝胶电泳 观

察结果(表 1).

表 1  IL12-5 C 和 IL10-5 A 基因型与 PCR-RFLP 电泳结果

突变位点 wt/wt wt/mt mt/mt

246 bp 286 bp              286 bp

IL12-5 C  40 bp 246 bp

185 bp 314 bp 314 bp

  40 bp

IL10-5 A 129 bp 185 bp

129 bp

wt: 野生型; mt: 突变型.

        统计学处理  在本组中国汉族人中见 IL10-5 A 基

因型 组间频率比较采用 R×C 表 χ2 检验或 Fisher 确切

检验 并检验等位基因在群体 性别上的分布是否符合

Hardy Weinberg 平衡定律. 数据处理均 SAS 软件处理.

2   结果

2.1 慢性乙型肝炎 IL10-5 A IL12-5 C 的等位基

因频率  我们发现在中国汉族(非相关的)健康人及 HBV

患者中 IL-10 启动子区 -592A C 突变是普遍存在的

大约有 46.6 % 的人发生 -592A C 的突变即 IL10-5

A 基因突变频率 部分个体发生纯合突变 (-592C/C

14.9 %). 经检验符合Hardy-Weinberg平衡定律 (P >0.05).

健康人群 IL10-5 A 基因突变频率 基因型频率与

HBV 患者的相似(P >0.05 表 2). 慢性肝炎(轻中) 慢

性肝炎(重)2 组 IL10-5 A 基因突变频率无显著性差异

(图1). 在非相关人群中 通过比较健康人及HBV患者中

IL12-5 C 等位基因分布特点 发现 IL12-5 C T 突

变是普遍存在的. 我国汉族人群 53.3 % 存在 -540C T

的突变即 IL12-5 C 基因突变频率 其中突变型纯合子

(-540 T/T)频率占 25.7 %. 健康人及 HBV 患者的 IL12-5 C
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基因型及基因突变频率(表 2). 经检验符合 Hardy-Weinberg

平衡定律 (P >0.05). 慢性肝炎(轻中) 慢性肝炎(重)2 组

IL12-5 C 基因突变频率比较 无显著性差异; 健康人群

IL12-5 C 突变频率与乙型肝炎患者的相似(P >0.05 图 2).

1: 野生型纯和子(C/C); 2, 3: 突变型杂合子(C/T); 4, 5: 突变型纯合子(T/
T); M: 分子质量标准
图 1  IL-12 PCR-RFLP 产物的琼脂糖电泳照片.

2, 4: 野生型纯和子(A/A); 1, 3: 突变型杂合子(A/C); 5, 6: 突变型纯合子
(C/C); M: 分子质量标准
图 2  IL-10 PCR-RFLP 产物的琼脂糖电泳照片.

A 纯合野生型; B 杂合型; C 纯合突变型. 箭头所指为 SNP 位点, 其对应位置的上图为 T 即正链的 A; 下图为 G 即正链 C.
图 3  IL12-5 C PCR 产物测序结果.

表 2  慢性乙型肝炎 IL10-5 A IL10-5 C 基因型及突变频率

        基因型频率
分组 n          突变频率

wt/wt wt/mt mt/mt

IL10-5 A 慢性肝炎(轻中) 75 23 (30.7) 38 (50.7) 14 (18.7) 44.0

慢性肝炎(重) 26   9 (39.1) 15 (59.7)    2 (7.7) 36.5

健康人群 68 20 (29.4) 39 (57.4)   9 (13.2) 41.9

IL10-5 C 慢性肝 (轻中) 66   8 (12.1) 41 (62.1) 17 (25.8) 56.8

慢性肝炎(重) 29   5 (17.2) 17 (59.2)   7 (24.1) 53.5

健康人群 76 13 (17.1) 43 (56.6) 20 (26.3) 64.6

P >0.05.

表 3  IL10-5 A IL12-5 C 基因型在 HBV 感染家系中的分布

            基因型
分组 n          基因频率

wt/wt wt/mt mt/mt

IL10-5 A HBV 携带者 20 13 (65.0)   7 (35.0) 19.6

既往感染者 28 18 (64.2)   9 (32.1)                 1 (3.6) 19.6

健康人群 80 50 (62.5) 28 (35.0)                 2 (2.5) 20.0

IL12-5 C HBV 携带者 19   3 (15.7) 11 (57.9)   5 (26.3) 55.5

既往感染者 28   2 (17.2) 21 (59.6)   5 (24.2) 55.4

健康人群 81 16 (17.1) 39 (56.6) 26 (26.3) 56.2

286 bp

   1         2         3          4          5         M

246 bp

500 bp

300 bp

200 bp

A

B

C

314 bp

185 bp
129 bp

500 bp

300 bp

200 bp

     1        2         3         4        5         6          M

100 bp



表 4  相关人群非相关人群基因型分布情况

            基因型(%)
分组   n          突变频率

wt/wt wt/mt mt/mt

IL10-5 A 非相关人群 169 52 (30.8) 92 (54.4) 25 (14.8) 42.0

相关人群 128 81 (63.3) 44 (34.4)    3 (2.3) 19.5b

IL12-5 C 非相关人群 171 26 (15.2)            101 (59.1) 44 (25.7) 55.3

相关人群 128 21 (16.4) 71 (55.5) 36 (28.1) 55.9

bP <0.01 vs 非血缘相关人群.

         为了证实酶切结果 我们分别对 IL10-5 A IL12-

5 C  PCR 产物做 DNA 测序 结果证实 IL10-5 A

IL12-5 C 突变正确(图 3). IL10-5 A 测序略.

2.2 相关家系人群 HBV 感染者的 IL10-5 A IL12-

5 C 基因型  对 7 个家系的外周血全血标本共 134 份进

行了研究. 采用 R C 表双向无序 χ2 检验 研究 IL10-

5 A IL12-5 C 基因型在 HBV 携带者(HbsAg 阳性)

既往 HBV 感染者(HbsAg 阴性 抗 -HbcAb 阳性)和健康

人群之间的分布无显著型差异(P  >0.05 表 3); 而相关

人群与非相关人群 IL10-5 A 基因型相差显著; IL12-

5 C 基因型两组间无显著性差异(表 4).

3   讨论

我国是一个肝炎大国 HBV 感染和发病具有如下特点:

(1)同一种病毒(HBV)感染 不同的个体所产生的结局不

同[11-17]; (2)同一种病毒 不同人群产生的易感性不同[18-21];

(3)同一种抗 HBV 药物 在不同个体产生的疗效反应不

同[22-27]; (4)同一种 HBV 疫苗 不同的个体产生预防效

果有差别[28-32]. 仔细分析 HBV 感染和发病的特点 我

们发现宿主遗传因素重要作用 在一定意义上说机体

的遗传基因可能是影响乙型肝炎的发生 发展 疗效

和预后最主要的因素[15-23].

      我们的结果发现 IL10-5 A IL12-5 C 在人

群中的分布符合 Hardy-Weinberg 平衡. 非相关人群 IL10-5

A IL12-5 C 突变等位基因在 HBV 患者中的频率近似

于健康人群(IL10-5 A HBV患者 42.1 % 健康人41.9  %

P  >0.05; IL12-5 C HBV 患者 55.8 % 健康人 54.6 %

P > 0.05). IL10-5 A 与 IL12-5 C 基因分布在慢性肝炎

(轻中)和慢性肝炎(重)两组无显著性差异(P >0.05) IL10-

5 A IL12-5 C SNP可能单独对病毒性肝炎病情无影响;

HBV 感染家系中IL10-5 A IL12-5 C SNP在携带者

健康人群以及既往感染者三组间均匀分布(P >0.05)

IL12-5 C突变频率相关人群(-540T 55.9 %)与非相关人

群(-540T 55.3 %)相似(P >0.05) 相关人群 IL10-5 A

突变频率(-592C 19.5 %)与非相关人群(-592C 42.0 %)有显

著性差异(P <0.01) 表示 IL10-5 A 突变比 IL12-5

C 突变在 HBV 感染家系中可能起到更重要的作用 影

响相关人群对 HBV 的易感性.
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1   病例报告

患者女性 50 岁 因黄疸及皮肤黄色瘤 1 年半于 2000-04 入院. 追溯

病史发现自 1986 年起出现多饮 多尿 化验血糖及肾功能正常  CT

检查垂体未发现异常 予氢氯噻嗪治疗后尿量由 4 000-5 000 mL/d 减

少为 2 000-3 000 mL/d. 1998-11 出现皮肤瘙痒 黄疸 伴低热 腹

部 CT 检查显示肝内胆管扩张  1999-03 在外院行胆总管探查术 术

中从右肝管取出泥沙样结石 胆管壁病理检查示炎性改变 最后诊断

为胆结石.术后黄疸继续加重 并出现全身多发黄色小结节.入院查体:

重度黄疸 面部 四肢和腹部(包括手术瘢痕处)见黄色至棕黑色的倾

向融合的片状丘疹及小结节. 腹软 肝脾均肿大 质地中等 无明

显压痛. 化验总胆红素 359.6 µmol/L 直接胆红素 183.9 µmol/L 血

甘油三脂及总胆固醇增高 尿比重正常. 胸部 CT 检查提示肺间质纤维

化 头颅及盆腔 X 线检查 蝶鞍部磁共振检查未见异常.肝穿活检及皮

肤活检病理检查可见大量具有肾形细胞核的特殊组织细胞 进一步行

免疫组化染色 S-100 阳性 电镜检查发现网球拍样的 Birbeck 颗粒. 胃

镜及支气管镜检查见食管 胃 喉 气管及支气管内多发黄色小结节

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2003年版权归世界胃肠病学杂志社

• 病例报告 •

成人不典型郎格罕组织细胞增生症1例

王巍峰, 黄启阳, 王志强, 杨云生

均取活检 病理结果同上. 确诊为郎格罕组织细胞增生症 给予泼

尼松和依托泊甙的 2 个疗程的联合化疗效果不佳. 随访结果: 1 a 后此

例因肝功能衰竭死亡.

2   讨论

郎格罕组织细胞增生症(langerhans cell histiocytosis LCH)旧称组织细胞

增生症 X(histiocytosis X) 是一种罕见病 年发病率为百万分之0.5-5.4 多发
生在 10 岁以下的儿童. 最常累及的器官为骨骼 特别是颅骨 其次为皮肤
肺 肝 脾 淋巴结和下丘脑 - 垂体.此病例为中年起病 有多器官受累
但未发现常见的骨损害. LCH 常分为三种亚型: Let terer-Siwe 病
Hand-Schüller-Christian 病和骨嗜酸性肉芽肿. Letterer-Siwe 病为急性弥
漫性 发展快; Hand-Schüller-Christian 病为慢性进行性疾病 病变为

多发性 主要累及骨骼; 骨嗜酸性肉芽肿为良性局限性组织细胞增生.
此病例不具备上述任何一种的典型表现 其主要表现为梗阻性黄疸及
皮肤黄色瘤 故需与原发性胆汁性肝硬化相鉴别 化验血抗线粒体抗
体及肝穿刺活检已经排除之. 此病例行逆行胰胆管造影检查显示肝内
多发胆管狭窄 故其黄疸的原因以硬化性胆管炎 继发性胆汁性肝硬
化的可能性大[1,2]. 部分 LCH 患者呈良性过程 可自行缓解; 部分患者

呈恶性过程 目前主张对广泛型 LCH 行全身化疗.
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